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種 々 の 実険動物に お い て 脳問質液や脳脊髄液が直接頸部 リ ン パ 節に 流入 してい る こ と が 明 らか に され , 頸部 リ ン パ 節ほ
免疫学的に中枢神経系と密接な関係を持つ こ とが 示渡され て い る . 本研究に おい て ほ , ラ ッ ト移植脳腫瘍 モ デ ル を用 い て ト 脳
腫瘍移植後 の 脳 , 頚部リ ン パ 節お よび 休部 リ ン パ 組織 に おける細胞性免疫反応を免疫覿織化学およ び フ ロ ー サ イ トメ ト リ ー に
よ り経時的に 観察 し , 脳腫瘍免疫 に お ける頸部 リ ン パ 節 の 役割 に つ い て 検討 した . ラ ッ ト C 6神経膠腰細胞 を ウ ィ ス タ ー 系
ラ ッ トの 大脳基底核部に定位脳的 に 移植 し, ラ ッ ト 脳腫瘍移植 モ デ ル を 作製 した . 脳腫瘍 , 頚部 リ ン パ 節 お よ び 脾臓に お い
て , 主要鼠織適合遺伝子複合体 ク ラ ス Ⅱ (m ajo rhisto c o mpatibility c o mple x clas Ⅱ, M H Cclas sI)は , 脳腫瘍移植 2週間後
に 最も強く発現 した ■ 頸部 リ ン パ 節の CD4陽性 T リン パ 球数ほ脳 腫瘍移植 2週間後 に 著 しく増加 し, 3遇以 降減少 した . 脳腫
瘍浸潤 C D 4陽性 T リン パ 球数の 経時的動態 は , 頸 部リ ン パ 節の も の と 一 致 した . 肺臓お よび 腸管膜 リ ン パ 節 に お い て ほ
C D 4陽性 T リ ン パ 球数は 腫瘍移植後も変化を認め なか っ た . C D 8陽性 T リン パ 球数ほ , 脳腫瘍内と頸部 リ ン パ 節 では 移植2週
以降に 著明 に 増加 した ･ 肺臓お よび 腸間膜 リ ン パ 節で ほ変化を認 めな か っ た ∴ 十方, 腫瘍細胞を頭皮下に 移植 した 対照群に お
い て は頸 部リ ン パ 節の C D4陽性 T リン パ 球数が 最も増加 した の ほ移植 4週間後で あり脳腫瘍ラ ッ トの もの よ り遅延 した . さ
らに 頸部リ ン パ 節摘出後 に腫瘍を脳内に 移植 した 群に お い て は , 脳腫瘍内浸潤 C D 4陽性T リン パ 球数が 最も増加 し た の は 脳
腫瘍移植 3週間後であり頸部 リ ン パ 節非摘出群 の もの よ り遅延 した . こ の 場合, 肺臓お よ び腸管膜 リ ン パ 節に お い て C D4陽性
T リン パ 球数 の 増加を認めた . 以上 の 結果 よ り , ラ ッ ト の 頸部 リ ン パ 節に お い て 選択的に , 脳腫瘍関連抗原 の 提示 お よ び 認
識 , さ ら に は C D 4 お よび C D8陽性 T リン パ 球の 増殖が行 なわ れ , こ れ らの 効果細胞が脳腫瘍内に 浸潤す ると考え られ る . こ
の こ と よ り, ラ ッ =に お い て 頸部 リ ン パ 節 は 中枢神経系 の 局所 リ ン パ 節と しての 役割を果 た し, 脳腫瘍免疫 に 深く関与 して い
る こ と が示 唆 され た .
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悪性脳腫瘍濫 対 して , 今日 ま で様 々 の 免疫療法が試み られ て
きたが , 今の と こ ろ満足すべ き結果ほ得 られ て い な い . そ の 理
由と して , 脳腫瘍抗原の 免疫原性が弱 く , 充分な免疫を誘導 で
きない こ と , さ ら に 担病状態に お い て 宿主 の 免疫応答能力を抑
制す る機構が働くた め と考え られ て い る1 ト 3). しか し, 不成功 の
原因を 究明 する上 で , も っ と基本的 で 重要な問題は , 脳の 免疫
情報ほ どの よ う に して 免疫系に 伝え られ , 局所 の 免疫反応が導
かれ るの か と い う 問い に 対 して 明確な 解答が ま だ得 られ て い な
い こ と で ある .
従来 , 脳組織 ほ , 全身の 免疫監視機構か ら隔絶 され た 免疫学
的隔離部位(im m u n ologic a11y privileged site) と 考え ら え て き
た4j. そ の 根拠と して は , 1) 脳血 管 に は血 液脳関門(blood-br-
ain barrier, B B B) が存在 し, 免疫細胞 の 浸潤 が制限 され る こ
と , 2) 脳実質内に は リ ン パ 阻織が 存在せず , 全身の リ ン パ 紅
織との 交通が不 十分である こ と , 3) 神経細胞や神経膠細胞を
主とす る 正 常脳細胞 ほ主要観織適合遺伝子複合体 (m ajor
平成 6年12月16 日受付 , 平成 7年2月3 日受理
A b bre viatio ns :C T L, CytOtO Xic T lympho cyte;
histoc o mpatibility c o mple x, M H C) を発現 して い な い こ と な ど
で あ る . しか し, ウ イ ル ス 性脳炎, 多発性硬化症, 脳腫瘍な ど
の 中枢神経疾患に お い て 病変部に M H Cク ラ ス Ⅱ の 発現や T リ
ン パ 球の 浸潤が認め られ る こと が報告 され て以来, 免疫系と中
枢神経系ほ 他の 休部組織と は異な っ た 独自の 連絡故構 で 結ばれ
て い ると 考え られ 始め た5)61.
近 年 , 神経 一 免疫 一 内分 泌調節 (n e ur oim m u n o- e ndo crin e
system) の 概念
7)8) が提唱され , 生体の 恒常性保持や免疫疾患 の
病態を こ の 方面か ら理解 して いく動向がある . すなわ ち全身 の
リ ン パ 組織や ホ ル モ ン 産生器官に 自律神経を主 と する神経支配
が存在 し, 局所の 細胞 レ ベ ル で の 情報伝達に 関わ る だ け で な
く , 相互 の フ ィ ー ドバ ッ ク 調節機構も働い て い る . 一 方 , ラ ッ
トに お い て脳問質液や脳脊髄液が直接頚部リ ン パ 節 へ 流入す る
解剖学的経路が最近明らか に され た
g)
. ま た , ラ ッ ト の 脳内あ
るい は 脳脊髄液 へ の 異種蛋白注入実験に て頸部 リ ン パ 節に おけ




FIT C, flu orescein isothiocyanate; M HC, m ajor
histocom patibility co mple x; T A A, tu m Or a SSO Ciated antigen; T G F, tra n Sforming gro wth factor; TIL,
tum or-infiltratl ng lym pho cyte
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の 事実は ∴頸部 リ ン パ 節 が中枢神経系の 免疫反応に 深く関与 し
て い る可 能性 を示 唆する11】.
脳腫瘍で は , 腫 瘍内 へ 浸潤 して い る免疫細胞は T リン パ 球 や
マ ク ロ フ ァ
ー ジが 優位で あり , 脳腫瘍免疫に お い ては 細胞性免
疫が 主産 を 占め て い ると 考え られる
12)
. また い く つ か の 実 験腫
瘍で , 生休 にお け る腫瘍排除 に 重要な で リ ン パ 球表面 マ
ー カ ー
ほ , C D4 お よび C D 8 であり両 丁細胞分画それ ぞれ が 腫瘍中和
能 を憩乱 調節 でき る こ と が 明らか とな っ て い る
13}
･
本研究で は t 脳腫瘍免疫に おい て 頸部 リ ン パ 節 が特異的 に 脳
の 局所 リ ン パ 節 と して の 役割 を果た すか どう か を検討す る 目的
で , ラ ッ ト移植脳腫瘍 モ デル を用い ‥ 脳腫瘍お よ び リ ン パ 鼠織
に お ける C D 4 お よ びC D8陽性 T リ ン パ 球の 反応動態 を免疫組
織化学的手法お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ




実験動物ほ , 8週 軌 体重約 250g の ウ ィ ス タ
ー 系雄性 ラ ッ
トを 用い た . 動物 は飽水 ク ロ ラ ー ル 0.03m g/g の 腹腔内投与に
て麻酔 した .
Ⅰ . 細 腰
ラ ッ ト C 6神経膠腫細胞(が ん研究振興財臥 細胞 ･ 遺伝 子
銀行, 東京) を15% ウ マ 血 清 , 2.5%牛胎児血清を含む F-10培
地(GIB C O, Ne w York, 米国) に て培養 した .
Ⅲ . C 6神経膠腫細胞の移植
1 . 腫瘍脳内移植群
ウ ィ ス タ ー 系雄性 ラ ッ ト16匹を 使用 した . 麻酔 した ラ ッ ト を
ラ ッ ト用定位脳装置(Narishige , 東京)に 固定 し, 頭皮正 中切開
後 , 矢状縫合よ り右側外側 へ 4m m , 冠状縫合 よ り後方1m m の
位置忙 歯科用 ドリ ル を 用い て 穿頭 した . 穿頭部 よ り26 ゲ
ー ジの
針 を 脳裏 よ り 4m m の 深 さ ま で 垂直 に 刺入 し , 微 量 注 入 器
(Hami lto n, Re n o, 米国) を用 い , C 6神経膠腰細胞 1×10
6 個
(1〃1)を大脳基底核部 に 2分間かけて注入 した . C 6神経膠腰細
胞注入後, 針を1 0分間脳内に 留置 した の ち 抜去 した . 穿頭部を
骨蝿に て塞 い だ 後 , 皮膚縫合 した ,
2 . 腫瘍頭皮下移植群
ウ ィ ス タ ー 系雄性 ラ ッ ト12匹を 使用 した . 麻酔 した ラ ッ ト の
頭頂部皮下に , C 6神経膠腰細胸 5×10
8
個(5/上1)を26 ゲー ジ注
射針に て移植 した .
3 . 頸部 リ ン パ 節摘出後腫瘍脳内移植群
ウ ィ ス タ ー 系雄性 ラ ､ソ ト 9匹を 使用 した . 麻酔 した ラ ッ トに
手術顕微鏡下 に 両側頸部 リ ン パ 節摘出手術 を施行 した . 手術 3
日 後に , 上 記脳内移植群 と同様 の 方法に て C 6神経膠腫細胞
lxlO6 個 (1/上1) を移植 した .
4 . 培地注入 対照群
ウ ィ ス タ ー 系雄性 ラ ッ ト12匹を 使用 した . F-10培地を 上 記
脳内移植群 と同様 の 方法 に て 1/上1注入 し, 対照群と した .
Ⅳ . 免疫組織化学
C 6神経膠塵細胞移植 1 , 2 , 3 お よ び 4週間後 に ラ ッ ト を
麻酔下に , 0.1 M リソ 酸緩衝食塩水 (pH 7.2) に 4% パ ラ フ ォ ル
ム ア ル デ ヒ ドを 加え た 固定液 300mlを左心 室 よ り注入 し , 准流
固定を行 っ た . た だ ち に 脳 , 両 側頸部 リ ン パ 節 , 脾 臓, 腸管膜
リ ン パ 節を 摘出 し , 同固定液に よ る48時間の 浸漬同定を追加 し
た . パ ラ フ ィ ン 包埋後 , 4J上m の 組織切片 を作製 し , H E染色と
免疫鼠織化学染色を行な っ た . 一 次抗体は , ラ ッ ト C D 4陽性 丁
細胞に 対す る抗体で ある W 3/25(Ser ote c, 0Ⅹford, 英国), ラ ッ
ト CD8陽性 丁細胞 に 対す る抗体である O X-8(Ser ote c), ラ ッ ト
M H Cク ラ ス Ⅱ に 対する抗体である O X-6(Serotec)お よび ラ ッ
ト の マ ク ロ フ ァ ー ジ , マ イ ク ロ グ リ ア に 対 す る 抗体 で あ る
E D-1(Ser ote c) を 使用 した . W 3/25お よ び 0 Ⅹ-8 は2 00倍希
釈 1 0Ⅹ-6 お よ びE D-1 は1000倍希釈 し, 抗体と組織切片を30分
間反応 させ た 後, ア ビ ジ ソ ー ビ オ チ ソ ー ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複合
体 (avi din-biotin-pe rO Xida s e c o mple x, A B C) (Ve ctor,
Burlinga m e, 米国) と10分間反応させ , 3, 3
'
-ジア ミ ノ ベ ン ジ
ン (3, 3
'
-dia min obe nzidine, D A B) (Sigm a, St. Lo uis ▲ 米国)に
て 抗原 の 可 視化を行い l 光 学顕微鏡 に て観察 した . 脳で は脳腫
瘍内を∴頸部 リ ン パ 節お よび腸間膜 リ ン パ 節で ほ 副皮質お よ び
リ ン パ 洞を , 脾臓 で は 白脾髄を観察 し, 40倍 に て 陽性細胞数
を測定 した . 5視野を 検鏡 し , 1 視野あ た りの 陽性細胞数 が
1 ～ 1 0個 を - , 11～ 30個を + , 31～ 50個 を廿 , 51個以上 を 榊と
評価 した .
V . プ ロ . - サ イ トメ トリ ー に よ る解析
脳腫瘍内浸潤 リ ン パ 球 の 分布が 不 規則であ っ た た め , フ ロ ー
サ イ ト メ トリ ー に よ る リ ン パ 球 の 解析を 行な っ た . ウ ィ ス タ ー
系雄性 ラ ッ ト20 匹 を使用 した . C 6神経膠腰細胸移植後 1 ,
2, 3 お よび 4週に ラ ッ トを麻酔下 に 屠殺 し , 脳腫瘍 を摘出 し
た . 腫瘍組織は ▲ 0.1% ト リ プ シ ン お よ び0.1% コ ラ ゲ ナ ー ゼ に
て30分間処理 した 後 , ス テ ン レ ス メ ッ シ ュ を 通過 させ パ ー コ ー
ル 液(Perc o11)(P har m acia, Up psala , ス ウ ェ ー デ ン)を 用 い た比
重分離法 に よ り脳腫瘍内浸潤リ ン パ 球を 分離 , 回 収 した . リ ン
パ 球 を フ ル オ レ ス セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (flu ore sc ein
isothiocya n ate, FIT C) で 標識 され た抗 ラ ッ ト C D 4抗体 , W 3/
25-FI T C(Ser ote c) に て 染 色 し た . フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー は
F A C Sc a nT M (Be cto n Dickinson , Lin c oln Park, 米 国) を 使用
Fig.1. Gr o wth of C 6glio m ain the brain l w e ek(A, arr O W), 2 w e eks(B)a nd 4w e eks(C) afte rintr a cT a niaItra n spla ntation･


























Fig･ 2･ Light micr ogr aphs of M H Ccla ssⅡ(O X-6)im mun o stainin tu m or(left c olu m n, A), C ervic al lym ph n ode (c e nter c olu m n,
B)a nd sple e n(right colu m n･ C)･ Up perlin e, n Or m al c o ntr ol(BO. CO); 2nd lin e, 1 w e ek(Al, B l, C l); 3rd lin e, 2 w e eks(A 2,
B 2, C 2); 4th lin e･ 3 w e eks(A3･ B 3･ C3); botto mlin e, 4 w e eks(A 4. B4, C 4) afterintra cr a nialtr a n spla ntatio n oL C6golio m a.
Sc ale ba rindic a.te s20FLm .
岡Fig. 3, Light micr ogr aphs of C D 4 im rn u n ostain in tu m or(left c olu rn n･ A)･ C ervic al lymph n ode (c e nter c olu m n･ B) a n
d spleen
(right c olu m n, C)･ Up perline, n Or malc o ntr ol(B O, CO); 2nd lin e･ 1 w eek(A l･ B l･ Cl); 3rd lin e, 2 w e eks (A
2, B21 C2); 4th
lin e, 3 w e eks (A 3, B3, C 3); botto m lin e, 4 w e eks (A 4, B 4J C4) afterintr a cr a nialtra n spla ntatio n of C 6glio m a･ Scale
bar
indic ates20iEm .
脳 腫瘍免疫に おけ る頸部 リ ン パ 節の 重要性
し, 細胞 1万 個中の C D 4陽性細胞数を測定 した .
成 績
Ⅰ . C 6神経膠腫 の増大 と組織学的所見
C 6神経膠腫脳内移植 ラ ッ トに お い て は , 脳腫瘍移植後 , 腫
瘍ほ増大 し(図1), 移植 4 週間後 に 約半数 の 動物 が腫瘍死 し
た . H E染色に て C 6神経膠腫に , 強 い 核異形性 , 多数 の 核分
裂像 , 腫瘍中心部 の 壊死像 , 豊富 な血 管新生 , 浸潤性 の 増殖像
が観察 され, ヒ ト脳腫瘍に お ける膠芽腫(glioblasto m a) に 極め
て類似 した組織学的所見を 呈 した .
Ⅱ . M 11 Cク ラス Ⅱ抗原の発現
光学顕微鏡的観察に お い て I M H Cク ラ ス Ⅲは , 脳内で は腫
瘍内 へ 浸潤 した マ ク ロ フ ァ ー ジ 仁 腫瘍周辺脳 お よ び脳梁部の マ
イ ク ロ ダ リ ア , 血 管周囲腔 の 血 管周囲細胞(periv as c ular c ell)
に お い て発現 して い た . これ らの 細胞群は l す べ て E D-1 免疫
染色陽性 で あ っ た . 頸部 リ ン パ 節 , 脾臓 お よ び腸管膜 リ ン パ 節
に お い て ほ , マ ク ロ フ ァ ー ジ , 樹状細胞 お よ び リ ン パ 球の 一 部
に お い て 発現 して い た . M H Cク ラ ス Ⅱ 陽性細胞数は脳腰瘍 札
腫瘍周辺脳お よび検索 した各リ ン パ 組織 に お い て , 移植 2週間
後ま で 増加 し, 3週 以降 に 減少 した (図2).
Ⅲ . C D 4陽性 T リ ン パ 球の 光学顕微鏡的観察
1 . 腫 瘍脳内移植群
腫瘍内浸潤 C D4 陽性 T リン パ 球数は , 移植 2週間後 ま で 増
加 し , 3週 以降著明に 減少 した (図 3 , A). 頸部リ ン パ 節に お
い て も, 同様 に C D4 陽性T リン パ 球数は 移植 2週間後 ま で 増
加 し, 3週以降著明に減少 した (図3 , B). 脾臓 お よび 腸管膜
リ ン パ 節 に お い て ほ , C D4陽性 T リ ン パ 球数ほ 明らか な 変化を
Fig. 5.
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示 さな か っ た (図3 , C). 以上 の 各組織 に おけ る C D4陽性 T リ
ン パ 球数の 経時的変化を図4に 示 す .
2 . 腫瘍頭皮下移植群
頸部リ ン パ 節に お い て , C D 4陽性 T リ ン パ 球数 ほ移植 2週間
後 まで は増加せず
,
以後漸増 し, 4週間後に 最大 と な っ た ( 図
5, A , B). 脾臓お よ び腸管膜リ ン パ 節 に おい て は , C D 4.陽性
T リン パ 球数は明 らか な変化を示 さなか っ た (図5 , C, D).
以上 の 各観織 にお ける C D 4陽性 T リ ン パ 球数 の 経時的変化 を
図 6に 示 す.
3 . 頸部リ ン パ 節摘出後腫瘍脳内移植群
腫瘍内浸潤 C D 4陽性 Tリ ン パ 球数 は , 移植 3週間後 に 最も
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tr a n spla ntatio n
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お い て も C D 4陽性 T リン パ 球数ほ t 移植後 2週間は変化 を 示
さ なか っ た が , 3週 間後 に 増加 した (図7 ▲ C , D). 以上 の 各
組織 に お ける C D 4陽性 T リン パ 球数の 経時的変化を 囲 8 に 示
す.
4 . F-1 0培地脳内注入対照群
F-10培地 の み を脳内に 注入 した 対照群 で は l 脳 内注 入 部位
に ほ M H Cク ラ ス Ⅰ の 発現や C D 4陽性 T リン パ 球の 浸潤 ほ 認
め な か っ た . ま た , 検索 した 全 て の リ ン パ 組 織 に お い て も
C D4 陽性 T リン パ 球の 変化は み られな か っ た .
Ⅳ . C D 8陽性 T リ ン パ球 の光学顕微鏡的観察
腫瘍を脳内に 移植 した 場合, C D 8陽性 Tリ ン パ 球 は , 鷹瘍移
植 2週間後 よ り脳腫瘍内の 掛 こ壊死部周辺 に 認め , そ の 数は腫
瘍の 増大 に ともな い 増加 した . 頸部リ ン パ 節 で は C D 8陽性 T
リ ン パ 球数 は , 移植 2週間まで 増加 しそ れ以降は変化 しなか っ
た . 脾臓お よ び 腸間膜 リ ッ パ 節 では C D 8陽性 T リン パ 球数 の
変化を認めなか っ た .
Ⅴ . C D 4陽性 リン パ 球の フ ロ ー サ イ トメ トリ ー 的観察
腫瘍内浸潤 C D4陽性 リ ン パ 球数 は脳腫瘍移植 1 , 2 , 3 , お
よび 4週間後 に お い て 一 細胞数 1 万個あた り, 各 々 281 土76･1,
574 ±154.4, 336 ±235.7, 51土33( 平均±標準偏差) 個であ り腫
瘍移植2週間後 に最大 とな り以後減少 した . Stude nt の t 検定
に よ る有意差検定 で は , 1過 と 2遇 お よ び 2過 と 4週の 間の 腫
瘍浸潤 C D4陽性 T リン パ 球数 に 有意差(p<0･05) を 認め た (園
9).
考 察
本研究 に お い て , 脳腫瘍 ラ ッ ト で は , 脳 と全身 の リ ン パ 組織
で M H Cク ラ ス Ⅰ の 発現が 誘導 され た が , T細 胞分画 の 増加
は , 脳腫瘍内と頸部 リ ン パ 節 に の み 認め られ , そ の 経時的動態
は相関 した . 腫瘍 を頭部頭蓋外 に 移植 した 場合は , 頸部 リ ン パ
節 へ の 免疫刺激は減少 した . ま た頸部 リ ン パ 節摘出群で ほ よ 脳
腫瘍内 へ の T リン パ 球の 浸潤は遅延 した . こ れ らの 結果は , 脳
腫瘍免疫 に お い て 頸部リ ン パ 節が特異的 に 重要な役割を果た し
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Fig, 6. Ap pe ar a n c es of C D 4 + T lympho cytes after e xtr a cr-
a nial tr a n spla ntatio n of C6glio m a. 0, Ce rVic al lym ph
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所属 リ ン パ 節(r egio n a‖ym phnode)は ある器 官ま た は ある体
の 領域か ら の リ ン パ を 直接受け入 れ る 最初 の リ ン パ 節 で あ
り
‖'
, ある器官 へ 侵入 した 抗原に 対 して そ の 抗原を 最初に 認識
し, リ ン パ 球や マ ク ロ フ ァ ー ジが 増 殖す る場 で あ る . す な わ
ち ト 所属 リ ン パ 節と 定義する に ほ 以下の 二 点の 条件が 重要と考
え られ る ･ l) 抗原提示 が 行わ れ る場で ある . 2)抗原提示 に 引き
つ づ き効果細胞 (effe cto r c ell) の 増殖が 認め られ る .
抗原が マ ク ロ フ ァ ー ジ な どの 抗原捷示細胞 に 貧食され 巨 細脳
内プ ロ セ ッ シ ン グを経 て M = C分子 と複合体を形成 し, 抗原提
示細胞の 細胞膜表面 に 発現する こ と を抗原提示 と い う . 本研究
で ほ リ ン パ 組織 の み な らず, 脳 内の マ イ ク ロ ダリ ア , 血 管周囲
細胞お よ び腫瘍内浸潤 マ ク ロ フ ァ ー ジに お い て M H Cク ラ ス Ⅱ
の 新た な発現を認め た が , これ ほ 膠芽凰 多発性硬化症お よ び
その 動物 モ デ ル で ある実験的 ア レ ル ギ ー 性脳 脊髄炎(e xperim e-
ntalallergic e n c ephalo myelitis, E A E) に お い て 星状神経膠細
臥 マ イ ク ロ ダ リ ア , 血 管周 囲細胞 期 お よ び浸潤 マ ク ロ フ ァ ー
ジ等が M H Cク ラ ス Ⅱを 発現 した と い う報告 と 一 致す る5) . マ




Fig ･10･ Re spo n se of C L Na s aT A A-draining regio n al lym ph
n odein br ain tu m orim m u nity. ① , m ajorpathw ay of T A A
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由来の 細胞で , 脳組織定住 マ ク ロ フ ァ ー ジと考え られ て お り16),
脳実質内に お い て 抗原提示細胞と して 働い て い る可 能性 が示 験
され る ･ 頸部 リ ン パ 乱 脾臓お よ び 腸間膜 リ ン パ 節 に お い て
は , マ ク ロ フ ァ ー ジ , 樹 状細胞 1 リ ン パ 球 の 一 部 に お い て
M H Cク ラ ス Ⅱ の 発現を認めた が , リ ン パ 組織 で は これ ら の 細
胞 が 抗原 提示 細胞と し て 働 く こ と は よく知 ら れ た 事実 で あ
るlT).
腫瘍化に 伴 っ て 歴 動 こ発現し , 同系宿主 に 対し て何ら か の 免
疫反応を引き起 こ し得 る抗原を腫瘍関連抗原(tu m or a ss ｡Ciate-
d antige n, T A A) と言い , ウ ィ ル ス や 化学的発癌物賓を用 い て
誘導 され た腫瘍に お い て そ の 存在が 確認され て い る3). F-10培
地の み を注入 した対照群で ほ , 脳 お よ び頚部 リ ン パ 節 を含む ど
の リ ン パ 観織に お い て も MH Cク ラ ス Ⅱ の 発現や C D4陽性T
リ ン パ 球の 増殖を認め なか っ た こ と , また , 腫瘍を脳内に 移植
後 2凋 まで は M H Cク ラ ス Ⅱ の 発現 は腫瘍の 増大に 依存 した こ
と は , 本研究 モ デ ル に おける M H Cク ラ ス Ⅱ の 発現ほ 腫瘍関連
抗原 に よ る もの で ある こ と を強く示 唆する . 自然発生腫軌 と
くに ヒ ト の 腫瘍細胞 は , 腫瘍発生段階か ら自己 の 免疫系に さ ら
され , そ の 監視機構を か い く ぐ っ て 成長 して きた もの で あるの
で , ラ ッ トの 実験結果が必 ず しも ヒ トの 腫瘍 に あて ほ ま ると は
限 らな い ･ しか し, ヒ ト の 場合 で も , 癌患者 の リ ン パ 球か ら自
己腫瘍細胞に 選択的な細胞障害活性を誘導 できる こ とが , 多く
の 研究 で 報告され て い る18)と い う事実は 一 研究手段と して , 本
実験系の よ う な移植腫瘍を用い る こ と の 価値や 重要性を裏付け
るもの と思わ れ る .
本研究結果よ り, 脳内の 抗原情報が全身 の 免疫監視機構 へ 伝
達する経路砿 つ い て は , つ ぎの 三経路 が考え られる (図1 0). ま
ず第 一 は脳脊髄液 およ び脳問質液と ともに 抗原 が頭蓋内か ら頸
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部 リ ン パ 節 へ 直接流 入す る経路である . 第 二 は抗原 を捕捉 した
マ ク ロ フ ァ ー ジ等の 抗原提示細胞が 血管周囲腔よ り 血液脳関門
の 破綻部 を通過 し血 中 に 入 るか , ま た は脳脊髄液がくも膜絨毛
を介 して静脈洞 へ 流 入 する 吸収経路 に 沿 っ て血 行性に リ ン パ 組
織 へ 到達す る経路であ る . 頸部リ ン パ 節摘出後 に 腫瘍を脳内に
移植 した 群 に お い て l 脾臓お よび 腸管膜 リ ン パ 節で の M H Cク
ラ ス Ⅶ の 発現 と C D 4陽性 T リン パ 球 の 増殖が み られ た こ と は ,
こ の 血 行性経路 の 存在 を実証 し てい る. 第三 の 経路は 最初頸部
リ ソ パ 節 へ 到達 した 抗原お よ び抗原提示細胞が リ ン パ 行性あ る
い は 血行性に他の リ ン パ 組織 へ 到達す る経路である ･ 本研究 の
ラ ッ ト移植脳腫瘍 モ デル で , 頸部リ ン パ 臥 脾臓お よ び 腸間膜
リ ソ パ 節に お い て M H Cク ラ ス ‡の 発現 を認め た に もか か わ ら
ず , C D4 お よび C D 8陽性 T リン パ 球数 は ∴頸部 リ ン パ 節で の
み増加 し, 他の 体部 リ ン パ 組織 で は変化 しな か っ た ･ こ の 理由
と して ∴頸部 リ ン パ 節が 脳と直接 の 交通をも つ 唯
一 の リ ン パ 節
で あが た め と考 え られ る . ラ ッ ト に お い て くも険下腔 は , く
も膜 一 硬膜境界部 よ り始 ま っ て 前頭蓋底 の 節板を貫通す る直接
経路(dire ct cha n n el) に よ っ て鼻粘膜下甑織 リ ン パ 管 さ ら に 頸
部 リ ン パ 節 へ と 解剖学的連絡を持 つ . ま た , 放射性同位元素 で
標識 された ア ル ブ ミ ン を 頭蓋内 へ 注入 した 動物実験 に お い て ▲
脳脊髄液の 14%か ら47%ま で もが直接頸部 リ ン パ 節 に流 入す る
と報告 されて い る
l 別
. 以上 の 事実よ り頸部 リ ン パ 節 へ 直接流 入
す る腫瘍抗原刺激 は t 各 リ ン パ 観織 へ 到達す るもの に 比 べ 圧倒
的に多い と考 え られ る .
最近 , T リ ン パ 球 の 抗原認識 にお け る補助分子 の 関与が注 目
され てお り , T リン パ 球の 抗原認識 に ほ 抗原 - M H C複合体 と
で細胞受容体 の 相互 作用だけで は不 十分な場合がある こ と が 明
らか に な っ て い る . 掛 こ , 生体内の それ ま で に 活性化 され た こ
との な い T細胞 を初 め て活性化す る場合 CD28/B 7分子 の 相 互
作用が重要である と考え られ て い る
28)
. 本研究に お い て ▲ 頸 部
リ ン パ 節以外の 全身の リ ソ パ 敵織 で , M H Cク ラ ス ‡の 発 現 と
C D4陽性 Tリ ン パ 球の増殖が 一 致 しな か っ た こ と は l 他 の リ ン
パ 組織で は こ の 種 の 補助分子 の 発現が なく , T細胞の 抗原認識
が不 十分 で あ っ た 可能 性も考 え られ る . これ ら補助分子も含め
た抗原提示細胞の 抗原提示能 に つ い て , 脳腫 掛 こ特異的 な抗原
認識組織であ る頸部 リ ン パ 節に おけ る検討がヰ後必要で ある と
思わ れ る .
本研究では , C D 4 お よびC D 8両 丁稚胞分画を対象 に 解析を
行 な っ た , 従来 , C D 4陽性 T リ ン パ 球は ヘ ル パ
ー T 細 胞 で
M H Cク ラ ス Ⅱ拘束性で あり , C D 8陽性T リン パ 球 は細胞障害
性丁細胞(cytoto xic T lympho cyte, C T L)で M H Cク ラ ス Ⅰ拘
束性と考えられ てきた
20)
. しか し最近 の 研究結果か ら , 磯 能 と
表現型(phe n oty pe) と M H C拘束性 の 関係は ▲ 当初考 え られ て
い た もの よ りほ る か に 複雑多彩 で ある こ と が明らか と な っ て い
る
2ヱ}
. す なわ ち抗腫瘍免疫に お ける細胞障害作用 の 中心 的役割
を担うの は M H Cク ラ ス Ⅰ拘束性 C D8陽性 C T L である と考
え られてきたが , C D 4陽性 で M H Cク ラ ス l拘束性 C T L が存
在するとの 報告
23)や , 抗 C D 8抗体に より C D 8陽性細胞を除去
した マ 占ス に お い て 抗腫瘍活性を認め た と い う報告 が あ る
18〉
･
こ の ことは , 分化抗原 である C D4 お よ び C D 8 で分類 され る T
リ ン パ 球分画は l 腫瘍抗原の質や量あるい は免疫反応 が誘導 さ
れ る諸条件に よ り異 な る こ とを示唆す る
22)
･ こ の た め C D 4 お よ
･ び C D 8両分画 とも に腫瘍排除に関与 して い るもの と と ら え る
の が 妥当と思わ れる .
脳腫瘍内浸潤 お よび 頸部 リ ン パ 節内の C D 4陽性 T リン パ 球
数は 移植 3週以降 に 著明な減少 を示 した . 本実験に お ける脳腫
瘍移植モ デ ル で ほ , 脳腫瘍移植 4週間 で約半数の 動物 が腫瘍死
し, こ の C D 4陽性 T リン パ 球の 著明な 減少は , 脳腫瘍末期に お
い て 免疫抑制状態 に ある こ とを 示 すと 思わ れ る . こ の 枚序と し
て , C D 4陽性 T リン パ 球数が 腫瘍の 増大に 伴い 減少 して い る こ
と , お よ び脳腫瘍環境 と直接 の 交通の な い 脾臓 や腸管膜 リ ン パ
節 で は C D4 陽性 リ ン パ 球数 に変化 が なか っ た こ と よ り , 脳腫
瘍由来の 局所性免疫抑制因子に よ る C D 4陽性 T リ ン パ 球の 腫
瘍組織 へ の 浸潤の 抑制や , 供給源 で あ る頸部 リ ン パ 節内 C D 4
陽性T リ ン パ 球 の 枯渇 に よ る影響が考え られ る , ベ
ー タ 型 ト ラ
ン ス フ ォ ー ミ ン グ成長因子 (tra n sfo r ming gro wth fa ctorLbeta,
T G F-β) ほ増殖因子 の 一 つ に 分類 されて い る が , 多彩な 生理 活
性を有 し, 多くの 細胞に 対 して 強力 な抑制国子 と し て 作用す
る . ヒ ト膠芽踵に お い て 腫瘍細胞よ り T G F-β が 分泌 され て い
る こ と が 報告 され て い る2
4)25}
. ま た ラ ッ ト 実験脳腫瘍 モ デ ル に
お い て も 巨 匠瘍 の 成 長に と もな い T G F-βm R N A量 の 増加が報
告 され てい る
26)
. 本研究に 用 い た モ デ ル に お い ても ト 腫瘍 の 増
大 に 比例 し て T G F-β 陽性 の 腫瘍細胞数 は 増 加 し て い る
(pr elimin aly data). さ ら に T G F-β に よ り C D 4陽性 T リン パ 球
活性が抑制 され る と い う報告があ り
2T)
, 担癌末期に C D 4陽性T
リ ン パ 球の イ ン タ ー ロ イ キ ン 2 (IL 2)
ユ)や ガ ン マ イ ン タ ー フ ェ ロ
ン (IF N-T) 産生量が減少す る こ と (pr elimin aly data)は , 括抗作
用 を持 つ T G F-β に よ る影響を 示 唆する . さ らに , 強力な 抗腫
瘍活性 をも つ 一 酸化窒素(nitric oxide, N O) の マ ク ロ フ ァ
ー ジ
に よ る産生分泌が , 本研究 に 用 い た モ デ ル で担癌末期に減少す
る こ と (pr elimin alydata)も, 同様 に T G F-β に よ る抑制 の 結果
と考え られ る . 一 方 , リ ン パ 球 が血 液脳関門を透過 し, 脳内に
.ト浸潤す るに ほ 脳血 管内皮細胞上 に 細胞間接着分子-1(
inter c ellu-
la r adhesio n m ole c ule-1,I C A M-1) 等の 細胞接着分子 の 発現が必
要で あるが , T G F-β は こ れ に 対 して も抑制的 に 作用す る こ と
が 知 られ て い る .
腫瘍頭皮下移植群に お い て 頸部 リ ン パ 節の C D 4陽性細胞 の
増加が遅延 して み られ た が , こ れ は腫瘍抗原が , ラ ッ ト頭頸部
軟部阻織 の 主 要局所 リ ン パ 魁織 で ある鼻咽頭 リ ン パ 組織
28'等を
経由 して 二 次的 に 頸部 リ ン パ 節 に 到 達 し た た め と 思 わ れ る ･
ラ ッ ト へ の 異種蛋白注入実験で , 脳内注 入 の 方 が頭皮下注入 に
比 べ 頸部リ ン パ 節 で の 抗体産生量が高か っ た こ と
1 0) は j こ の 結
果 と同様に 解釈でき る. こ れ ら の 事実は , 頸部リ ン パ 節が 脚こ
対 して高い 特異性を持 つ こ と を 示すもの で ある ･
脾臓 ほ末梢 リ ン パ 阻織 と して 免疫応答 の 要 とな っ て お り, 特
に 生体外か ら進入 した抗原が局所 リ ン パ 節を突破 して 血 行に 入
り , 全身に 広が っ た とき , 最後 の 柴と して 反応す る と い わ れ て
い る
29)
. 頸部 リ ン パ 節摘出後に 腫瘍 を脳内に 移植 し た 群に お い
て , 遅延 しな が らも脾臓で の C D 4陽性 リ ン パ 球が増殖 し, 脳腫
瘍内に も浸潤 して い た こ とは , 脳腫 瘍に お い て も局所 リ ソ
パ 節
に おけ る蛎御機構 が破綻 した 場合 , 脾臓 が代償性 に 脳腫瘍免疫
に関与 しうる こ と を示 して い る . ラ ッ ト実験的脳脊髄炎に お
い
て , 頸部リ ン パ 節摘出に よ り , 脳 内浸潤 T リン
パ 球の 減少に よ
る病変の 縮小が み られ た と い う報儀朋 も, 脾臓な どの 他の り･
ン
パ 阻織は , 頸部 リ ソ パ 節 の 代 りと して 中枢神経病変に 関与し得
るが , そ の 程度 は頸部 リ ン パ 節に ほ 及ばな い ため と解釈でき ,
本研究の 結果を支持す るも の と思わ れ る ･
さて , ヒ †に お い ても 頸部 リ ン パ 節ほ 脳の 局所 リ ン
パ 節と し
･:
脳腫瘍免疫 に お ける頸部リ ン パ 節の 重要性
て横能 して い るで あろうか . ヒ ト に お い て脳脊髄液お よび 脳問
質液はそ の 大部分がくも膜顆粒よ り 吸収 され て お り, 頭蓋内か
ら頸部 リ ン パ 節 へ 至る脳脊髄液お よ び脳 問質液の 流入経路ほ明
らか に な っ て い な い . しか し, ヒ トに お ける脳問質液 の 吸 収経
路すなわ ち血 管周囲腔 の 構造は解剖学的に ラ ッ ト の もの と極め
て類似 してお り
31)32)
, また ラ ッ ト脳 の 血 管周囲腔 に 沿 っ て 抗 原
提示細胞 と し て分布す る血 管周囲細胞 が ヒ ト 正 常 脳 で も存在
し
33)
, 膠芽腫 に お い て ▲ M H Cク ラ ス Ⅰが 血 管周囲細胞に 強く発
現す る こ とが 確認 され て い る
12132)
. さ ら に 水 頭症 の 小児 に お い
て , 頸部リ ン パ 節の 腫脹を認め た こ とや , 膠芽腫が 頸部リ ン パ
節に 最初に 転移 した と い う, 頭蓋 内と頸部リ ン パ 節と の 連絡を
示酸する報告3 2)も な され て い る . こ の こ とは ヒ ト に お い て , 頸
部リ ン パ 節は脳脊髄液お よ び脳問質液の 吸 収機能の 面で は退化
したもの の , 頭蓋 内と の 免疫学的連絡は存在 して い る可能性を
示 して お り, 今後 ヒ ト脳腫瘍 に おけ る頸部リ ン パ 節 の 免疫学的
重要性を考え る上 で興味深い .
最近 , 脳腫瘍以外の 他臓器の 癌 で局所 リ ン パ 節 内活性丁細胞
を利用 した養 子免疫療法の 有効性が報告 され て い る瑚 . 従 来 ,
生体の 腫瘍抵抗機構 に おい て最も強力 な効果細胞 は腫瘍内浸潤
リ ン パ 球 (tu m or-infiltr atinglymphocyte, TIL)で ある と考え ら
れ て い た . しか し, 近年 TIL は同 じ担癌宿主の 血 中, 脾臓お よ
びリ ン パ 節の リ ン パ 球 と比べ る と自己 腫瘍障害活性 が低下ま た
は消失 して い る こ とが 明らか に な っ た
35)
.
こ れ は 腫瘍細胞由来
の 抑制物質の 影響 を TILが 最も強く受け るた め と考 え られ て
い る , こ の 事実は TILに よる養子免疫療法の 臨床成績が期待
され たほ どの 効果を あげて い な い こ と の 理 由とみ られ て い る .
した が っ て悪性脳腫瘍匿 お い て も本研究 で 明 らか に な っ た 脳 の
局所リ ン パ 節で ある頸部リ ン パ 節の 活性 丁細胞を利用すれば ,
よ り有効 な養子 免疫療法の 確立 が 期待 され るもの と 思わ れ る .
さ らに , 頸部 リ ン パ 節 ほ抗腫瘍効果細胞 の 供給源である こ とよ
り , 効果細胞の 解析を進 め , そ の 抗腫瘍活性を増強する治療手
段を開発 して いく こ と は , 臨床 的 に 意義あ る こ と と 考 え ら れ
る .
結 論
ラ ッ ト脳腫瘍移植後の 脳 , 頸部 リ ン パ 節お よび 他の リ ン パ 組
織に お け る細胞性免疫反応 を経時的に 観察 し, 以下の 知 見を 待
た .
1 . 脳 内で は マ イ ク ロ グリ ア , 血 管周 囲細胞 , マ ク ロ フ ァ ー
ジが M H Cク ラ ス Ⅱを 発現 し, 抗原捷示 細胞 と して 働い て い る
可 能性が 示唆 され た .
2 . 脳 腫瘍移植後 に 頸部リ ン パ 節 , 脾臓お よ び腸間膜 リ ン パ
節に おい て M H Cク ラ ス Ⅱ が発現 し , 脳内の 免疫情報が全身 の
リ ン パ 覿織に 伝達 され る こ と が示 され た .
3
. 脳腫瘍移植後 の T リン パ 球の 増加は ‥ 脳腫瘍内と頸部 リ
ン パ 節 で の み 認め られ , そ の 経時的動態は相関 した .
4 . 腫 瘍を 頭蓋外 に 移植 した 群 で は , 頸 部 リ ン パ 節 で の
C D4陽性 T リン パ 球の 増加ほ 遅延 した .
5 . 頸部リ ン パ 節摘出群で は t 脳腫瘍内 へ の C D 4陽性 T リン
パ 球の 浸潤は遅延 し, 代償性に 脾臓 お よび 腸間膜 リ ン パ 節に お
い て C D4陽性 T リン パ 球の 増加 を認 めた .
以上 の 結果か ら , ラ ッ ト 脳腫瘍 に お い て 頸部リ ン パ 節ほ 中枢
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A bstract
Rec entphysiologlC al and an at o mical studieshave de m on stra ed that a m ajorfra ction of braininterstitial a nd
Cerebrospinal 加iddrains into ce rvical 1ymph n odesin a nu mber ofexperim e n tal anim als･ Toin vestlgatetherole ofcervical
lym Ph n odesin brain t um O rirr munlty, t e mPOralpr o創es of T lymphocyte subsetsinbrain tum or s, C erVic a1 1ym Ph n odes and
Otherlymphoidtissu es w ere analyzedbyim m un Ohistoche mis叩 and flow cyto m etry･ Tw o w eeks after.the tra n splan tation of
C6glio m a cellsinto a ratbrain･ e XPreSSion of M HC ClassIIw asinducedin thebrain and al1 1ymPhoidtissuesex amined.
Ho w e v er, thefb1lo w lngaP pear an C e OfCD 4poslh ve or CD8po sltl V e C ells w as strictlyc o撼 n ed to cervic a1 1ymphn odes, and
COincided with theinBltration ofsuchce11sin thebrain tu mor2 we eks afterthe tran Splantation･ Extr ac r anialtr an Splan taion
OfC 6glio m a cells u nderthe scalp show ed a w e ak reactionin cervica1 1ymph nodes, in which a delayed increase of the
n u mber of C D 4po sitive c ells w asobser v ed 4w e eks afterthe tra nsplantatio n･ In the a nim algro up of c ervic a1
1ymphade ne cto my follow ed byintracerebraltr an SPlantatio n ofC 6glio m a cells, therewa s adelayedin丘1tration of CD4
positive ce11sin the braintum Or3 weeks a触r the 佃 1SPlan taion･ and the production ofsuch cells wa s s ubstituted by the
SPlee n･ These result s uggestthatcervicallym Phnodes actasdraininglymph n odesinbraintu m orim m umity･
